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Резюме Количественное определение консерванта тиомерсала, входящего в состав ряда имму-
нобиологических лекарственных препаратов (ИЛП), является обязательным требованием 
к их качеству. Ранее нами была разработана методика количественного определения тио-
мерсала в несорбированных ИЛП, основанная на методе атомно-абсорбционной спектро-
метрии холодного пара (методика ААС ХП). Цель работы: анализ возможности применения 
методики ААС ХП для количественной оценки содержания тиомерсала в сорбированных 
препаратах и оценка сопоставимости результатов количественного определения тиомер-
сала, полученных с помощью колориметрической методики и методики ААС ХП. Материа-
лы и методы: государственный стандартный образец содержания ионов ртути; фармако-
пейный стандартный образец (ФСО) содержания мертиолята в сорбированных препаратах 
(ФСО 3.1.00427); образцы сорбированных ИЛП различных производителей (АКДС-вакцина, 
препараты анатоксинов, вакцины против гепатита В и гриппа, комбинированные вакцины). 
Исследование проводили с применением колориметрической методики в реакции с дити-
зоном и методики ААС ХП. Результаты: полученные с использованием методики ААС ХП 
значения относительного стандартного отклонения (3,95%) и коэффициента корреляции 
«объем образца — содержание тиомерсала» (0,9956) подтверждают специфичность ме-
тодики; регрессионный анализ и полученное значение F-критерия Фишера, равное 0,16, 
свидетельствуют об отсутствии систематической ошибки методики. Диапазон процента 
выявления добавленного количества тиомерсала, не превышающий 10%, свидетельствует 
об удовлетворительной правильности методики. Установлена чувствительность методики 
ААС ХП: предел количественного определения и предел обнаружения ионов ртути в образ-
це составили 6,9×10-3 и 2,3×10-3 мкг/мл соответственно. Значение критерия Фишера (1,29), 
полученное при оценке сопоставимости результатов определения тиомерсала колориме-
трической методикой и методикой ААС ХП, ниже табличного значения (3,96). Выводы: под-
тверждена возможность применения методики ААС ХП для количественного определения 
тиомерсала в сорбированных ИЛП. Установленный предел обнаружения методики позво-
ляет оценивать остаточные количества тиомерсала в полупродуктах при производстве 
бесконсервантных форм ИЛП. Оценка сопоставимости результатов определения тиомер-
сала колориметрической методикой и методикой ААС ХП, проведенная с применением 
однофакторного дисперсионного анализа по критерию Фишера, показала возможность 
применения ФСО 3.1.00427 для контроля стабильности аналитической работы при вос-
произведении методики ААС ХП.
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Abstract To ensure the quality of immunobiologicals, it is required to quantify the thiomersal preservative 
present in a number of them. The authors have previously developed an analytical procedure 
for thiomersal quantification in non-adsorbed immunobiological medicinal products, which is 
based on cold vapor atomic absorption spectrometry (CV AAS). The aim of the study was to 
analyse the possibility of using the CV AAS procedure for thiomersal content determination in 
adsorbed immunobiologicals and evaluate the comparability of thiomersal quantification re-
sults obtained by colourimetry and CV AAS. Materials and methods: the study used the national 
reference standard of mercury ions content and the pharmacopoeial reference standard of thi-
omersal content in adsorbed medicinal products (PhRS 3.1.00427), as well as samples of immu-
nobiologicals by different manufacturers: a DTP vaccine, anatoxins, hepatitis B and influenza 
vaccines, and combined vaccines. The study involved CV AAS and the colourimetric reaction be-
tween mercury and dithizone. Results: the specificity of the CV AAS procedure is demonstrated 
by the coefficient of variation (3.95%) and the coefficient of correlation between the test sam-
ple volume and thiomersal content (0.9956). The regression analysis and the Fisher’s test value 
of 0.16 indicate the absence of bias. The trueness of the method is satisfactory, as the percent 
recovery differs from the total spiked amount by less than 10%. For the sensitivity of the CV 
AAS procedure, its quantification and detection limits are 6.9×10-3 μg/ mL and  2.3×10-3 μg/ mL, 
respectively. The Fisher’s test value obtained in the comparability assessment of the results 
of thiomersal quantification by colourimetry and CV AAS (1.29) is lower than the conventional 
tabulated one (3.96). Conclusions: according to the study, it is possible to use the CV AAS pro-
cedure for thiomersal quantification in adsorbed immunobiologicals. The established detection 
limit allows evaluating residual amounts of thiomersal in in-process intermediates during the 
production of preservative-free immunobilogical dosage forms. The comparability assessment 
of the results of thiomersal quantification by colourimetry and CV AAS, carried out using one-
way ANOVA and Fisher’s test, showed the possibility of using PhRS 3.1.00427 to control the 
consistency of operation when reproducing the CV AAS procedure.

Key words: thiomersal; preservative; atomic absorption spectrometry; immunobiologicals; adsorbed 
preparations
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Введение
Тиомерсал (мертиолят) — ртутьорганическое 

соединение, обладающее антисептическими 
и инактивирующими свойствами, разрешен-
ное к использованию в качестве консерванта 
при производстве иммунобиологических препа-
ратов (ИЛП). Наличие консерванта обеспечива-
ет защиту данных препаратов от контаминации 
в процессе их производства, хранения, транс-
портировки и применения1.

До недавнего времени тиомерсал был самым 
распространенным консервантом. В настоящий 
момент, несмотря на то что эффективность тио-
мерсала в 40–50 раз выше, чем у фенола, Управ-
ление по контролю за качеством продуктов пи-
тания и лекарственных средств США, Всемирная 
организация здравоохранения и другие регу-
ляторные органы рекомендуют ограничивать 
его применение, чтобы уменьшить общую дозу 
тиомерсала, получаемого со всеми прививками2 
[1–9]. Кроме того, данная рекомендация связа-
на с увеличением содержания ртути в продук-
тах питания, особенно морепродуктах из-за об-
щей неблагополучной экологической ситуации 
[1, 8, 9]. В настоящее время применение тиомер-
сала остается актуальным для многодозовых 
форм некоторых вакцин, в которых применение 
фенола невозможно из-за его инактивирующего 
действия на антигены3 [1, 10].

Тиомерсал входит в состав таких препаратов, 
как АКДС-вакцины и препараты анатоксинов, 
вакцины против гепатита В и гриппа, комбини-
рованные вакцины отечественного и зарубеж-

ного производства. Содержание тиомерсала 
в готовых формах ИЛП находится в пределах 
от 30 до 120 мкг/мл2 [1, 10]. Кроме готовых форм 
тиомерсал применяется в качестве инактивиру-
ющего агента в процессе производства и в ка-
честве консерванта для полупродуктов препа-
ратов, готовые формы которых имеют статус 
беcконсервантных4. Все вышеуказанные препа-
раты, за исключением гриппозных вакцин, со-
держат в качестве адъюванта гель соединений 
алюминия в количестве от 0,35 до 1,1 мг/мл в за-
висимости от типа препарата.

Методики количественного определения тио-
мерсала в ИЛП, как правило, основаны на опре-
делении ртути. Традиционной методикой кон-
троля количественного содержания тиомерсала 
является колориметрическая методика в ре-
акции с дитизоном5. Однако в последнее вре-
мя наблюдается тенденция перехода на более 
высокотехнологичные методы количественного 
анализа, одним из которых является элемент-
ный анализ. В качестве альтернативного спосо-
ба определения тиомерсала в ИЛП может быть 
использован метод атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара (ААС ХП), кото-
рый предполагает применение современного 
высокочувствительного оборудования, позволя-
ющего частично автоматизировать анализ и уве-
личить пропускную способность метода, умень-
шить влияние оператора на результаты анализа 
и обеспечить прослеживаемость работы в со-
ответствии с требованиями к аккредитованным 
лабораториям6.
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Ранее авторами была разработана методи-
ка количественного определения тиомерса-
ла по атомарной ртути для несорбированных 
иммунобиологических препаратов [11]. Мето-
дика основана на методе атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии холодного пара (методика 
ААС  ХП) с применением атомно-абсорбционно-
го анализатора ртути с проточно-инжекционной 
системой. В процессе разработки условий про-
боподготовки образцов был подобран состав 
реакционной смеси и режим минерализации, 
а также степень разведения образцов. В резуль-
тате сравнительного определения тиомерсала 
колориметрическим методом и методом ААС ХП 
было выявлено отсутствие статистически значи-
мых различий полученных данных.

Однако применение данной методики 
для определения тиомерсала в препаратах, со-
держащих адъювант — гель гидроксида алю-
миния, требует подтверждения ее пригодности, 
поскольку нельзя исключить возможное неспеци-
фическое влияние высоких концентраций ионов 
алюминия на определение ионов ртути.

Кроме того, анализ сопоставимости резуль-
татов определения тиомерсала методикой 
ААС ХП и фармакопейной колориметрической 
методикой позволит решить вопрос внутри-
лабораторного контроля качества, а имен-
но  — оценить возможность использования 
фармакопейного стандартного образца (ФСО) 
содержания мертиолята в сорбированных 
препаратах (ФСО  3.1.00427), аттестованного 
колориметрической методикой и предназна-
ченного для контроля стабильности аналити-
ческой работы7.

Цель работы — анализ возможности примене-
ния методики ААС ХП для количественной оцен-
ки содержания тиомерсала в сорбированных 
препаратах и оценка сопоставимости результа-
тов количественного определения тиомерсала, 
полученных с помощью колориметрической ме-
тодики и методики ААС ХП.

Материалы и методы

Материалы:

 – государственный стандартный образец 
(ГСО) содержания ионов ртути (8004-93, 
ГДВИ.410408.009ПС);

 – ФСО содержания мертиолята в сорбирован-
ных препаратах (ФСО 3.1.00427);

 – тиомерсал (Sigma Aldrich, кат. № Т4687) (го-

7 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0025.18 Количественное определение тиомерсала в биологических лекарственных 
препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

товили растворы тиомерсала с концентраци-
ей 50, 100, 150 мкг/мл в фосфатно-солевом 
буферном растворе (ФБР), в растворе натрия 
хлорида 0,9% и в воде).
Образцы препаратов:

 – образец 1: АКДС-вакцина (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 6);

 – образец 2: АС-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 6);

 – образец 3: АДС-М-анатоксин (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) (число серий препарата — 4);

 – образец 4: Анатоксин стафилококковый (ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 
филиал «Медгамал») (число серий препара-
та — 4);

 – образец 5: АД-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 4);

 – образец 6: АД-М-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 4);

 – образец 7: Бубо®-Кок, вакцина для профилак-
тики дифтерии, столбняка, коклюша и гепа-
тита В (ЗАО МПК «Комбиотех», Россия) (число 
серий препарата — 2);

 – образец 8: вакцина АКДС-Геп В, бесконсер-
вантная форма (АО «НПО «Микроген», Россия) 
(число серий препарата — 3);

 – образец 9: АКДС-вакцина, бесконсервантная 
форма (АО «НПО «Микроген», Россия) (число 
серий препарата — 2);

 – образец 10: Тетраанатоксин (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) (число серий препарата — 1);

 – образец 11: АКДС-Геп В (АО «НПО «Микроген», 
Россия) (число серий препарата — 1);

 – образец 12: Совигрипп® (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 1);

 – образец 13: Ультрикс® (ФГУП СПбНИИВС 
ФМБА России) (число серий препарата — 1).

Оборудование:
 – атомно-абсорбционный анализатор ртути ме-
тодом холодного пара FIMS-400 (PerkinElmer), 
оснащенный кварцевой абсорбционной 
ячейкой и проточно-инжекционной систе-
мой с программным обеспечением ААWinLab 
(PerkinElmer);

 – спектрофотометр Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, 
Япония);

 – весы аналитические XSE205 Dual Range 
(Mettler Toledo AG, Швейцария).

Методы
Атомно-абсорбционный метод спектро-

метрии холодного пара (ААС ХП) основан 

https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
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на  способности восстановленных атомов ртути 
выделяться в виде пара [11]. Методика разрабо-
тана для приборов с проточно-инжекционной 
системой, при помощи которой происходит сме-
шивание испытуемых проб с реакционной сме-
сью, в результате чего высвобождаются пары 
восстановленной атомарной ртути, которые, 
попадая в измерительную ячейку, абсорбируют 
ультрафио летовое излучение при длине вол-
ны 253,7 нм. Величина абсорбции — аналитиче-
ский сигнал, детектируемый прибором, который 
прямо пропорционален концентрации паров 
ртути. Реагенты для минерализации: серная 
кислота 50%, перманганат калия 5%, сульфат 
гидроксиламина 20%. Калибровочная характе-
ристика: растворы ГСО ионов ртути с концентра-
циями от 10 до 40 мкг/л с шагом 5 мкг/л.

Количество тиомерсала рассчитывали по фор-
муле (1):

 

С X
×

×
×

×A
N

100
49 55 1000,

 
, (1)

где С — концентрация тиомерсала, мкг/мл; Х  — 
концентрация ртути, найденная по градуиро-
вочному графику, мкг/л; N — объем препарата, 
взятый на испытание, мкл; 1000 — пересчет кон-
центрации в мкг/мл; 100/49,55 — коэффициент 
пересчета концентрации ртути на тиомерсал.

Колориметрическая методика определения 
тиомерсала в реакции с дитизоном основана 
на выделении ионов ртути и последующей ре-
акции с дитизоном в безводной фазе с образо-
ванием комплекса дитизоната ртути8. Детекти-
рование проводили при длине волны 597 нм.

Для обработки полученных результатов ис-
пользовали статистические методы расчета 
среднего арифметического, стандартного от-
клонения, коэффициента вариации, а также од-
нофакторный дисперсионный анализ с расчетом 
критерия Фишера, сравнение двух групп данных 
с расчетом критерия Стьюдента, регрессионный 
анализ с расчетом критерия Фишера [12, 13].

Результаты и обсуждение

Количественное определение тиомерсала 
в сорбированных иммунобиологических 
препаратах с применением методики ААС ХП

Выбор рабочего диапазона методики ААС 
ХП при ее разработке для несорбированных 
препаратов был основан на чувствительности 

8 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0025.18 Количественное определение тиомерсала в биологических лекарственных 
препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018. 

9 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

оборудования и содержании тиомерсала в ис-
пытуемых образцах. Статистически был обо-
снован диапазон концентрации ионов ртути 
от 10 до 40 нг/мл [11]. Поскольку требование 
к содержанию тиомерсала для несорбирован-
ных и сорбированных препаратов совпадают, 
было принято решение об использовании дан-
ного диапазона.

Оптимизированная для несорбированных 
препаратов пробоподготовка, заключающая-
ся в уменьшении объема реакционной смеси 
по сравнению с колориметрическим методом, 
была использована для сорбированных препа-
ратов, поскольку гель гидроксида алюминия 
подвержен минерализации в присутствии сер-
ной кислоты и перманганата калия.

В целом, за исключением наличия геля ги-
дроксида алюминия, состав сорбированных 
и несорбированных препаратов не имеет суще-
ственных отличий, способных оказать влияние 
на метрологические характеристики методики 
(препараты обоих типов содержат белковый 
компонент, буферные растворы различного со-
става, а также возможно наличие остаточного 
формальдегида).

Для оценки возможности применения мето-
дики определения тиомерсала ААС ХП, разра-
ботанной и валидированной ранее для контро-
ля тиомерсала в несорбированных препаратах, 
проводили испытания образцов, содержащих 
гель гидроксида алюминия в качестве адъюван-
та (табл. 1).

Количество тиомерсала, определяемое ме-
тодикой ААС ХП в исследуемых образцах, со-
ответствовало требованиям нормативной доку-
ментации, включая образцы бесконсервантных 
препаратов.

Оценка специфичности методики определения 
тиомерсала методом ААС ХП

Оценку специфичности методики9, в том 
числе влияния геля гидроксида алюминия, 
на результат определения тиомерсала мето-
дом ААС ХП проводили, анализируя пробы, 
содержащие образец 1 (с теоретическим со-
держанием тиомерсала 100±15 мкг/мл и ио-
нов алюминия около 1,0 мг/мл) в объеме от 10 
до 40 мкл с шагом 5 мкл с добавлением 0,15 мл 
50% раствора серной кислоты, 0,7 мл 50% рас-
твора калия перманганата и 0,2 мл 20% рас-
твора гидроксиламина сульфата. Общий объем 
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реакционной смеси — 50 мл. За результат, по-
лученный для каждой пробы, принимали сред-
нее значение трех независимых испытаний 
(табл. 2, рис. 1).

 Увеличение объема образца, то есть увели-
чение концентрации тиомерсала и геля гидрок-
сида алюминия в составе пробы (табл. 2), при-
водит к возрастанию величины аналитического 
сигнала и не влияет на выявление содержания 
тиомерсала в пересчете на разведение образ-
ца. При этом полученное относительное стан-
дартное отклонение 3,95 соответствует относи-
тельному стандартному отклонению методики, 
полученному в ходе ее разработки для несор-
бированных препаратов — 3,94 [11].

В то же время регрессионная зависимость 
величины аналитического сигнала от объема 
образца (содержания тиомерсала в пробе) име-
ет линейный характер и коэффициент корреля-
ции 0,991 (рис. 1).

Таблица 1. Испытание сорбированных вакцин на содержание тиомерсала с использованием методики атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии холодного пара
Table 1. Testing of adsorbed vaccines for thiomersal content by cold vapor atomic absorption spectrometry

Номер образца 
(количество серий)

Sample number 
(number of batches)

Требование НД к содержанию 
 тиомерсала, мкг/мл

Product specification requirements for 
thiomersal content, μg/mL

Среднее значение содержа-
ния тиомерсала, мкг/мл

Average thiomersal content, 
μg/mL

Диапазон значений 
содержания, мкг/мл
Content range, μg/mL 

Образцы вакцин, содержащие тиомерсал
Samples of thiomersal-containing vaccines

Образец 1 (6 серий)
Sample 1 (6 batches)

85–115 98 88,7–105,0

Образец 2 (6 серий)
Sample 2 (6 batches)

89 85,2–94,4

Образец 3 (4 серии)
Sample 3 (4 batches)

92 86,8–94,0

Образец 4 (4 серии)
Sample 4 (4 batches)

95 91,6–98,9

Образец 5 (4серии)
Sample 5 (4 batches)

86,2 85,2–87,1

Образец 6 (4 серии)
Sample 6 (4 batches)

85,6 85,0–86,3

Образец 7 (2 серии)
Sample 7 (2 batches)

70–100 76 73,9–77,7

Образцы бесконсервантных вакцин
Samples of preservative-free vaccines

Образец 8 (3 серии)
Sample 8 (3 batches)

Должен отсутствовать
No thiomersal present

Ниже предела обнаружения
Below the detection limit

–

Образец 9 (2 серии)
Sample 9 (2 batches)

Ниже предела обнаружения
Below the detection limit 

–

Примечание. НД — нормативная документация; «–» — неприменимо.
Note. — not applicable.

y = 0,0098x + 0,0166
R² = 0,9912
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Рис. 1. Регрессионная зависимость величины аналитиче-
ского сигнала от объема образца 1, полученная с использо-
ванием методики атомно-абсорбционной спектрометрии 
холодного пара.

Fig. 1. The regression curve for the relationship between the re-
sponse values obtained by cold vapor atomic absorption spec-
trometry and the volume of sample 1 spikes in the test sample.
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Оценка систематической ошибки методики 
определения тиомерсала с применением метода 
ААС ХП

Доказательство отсутствия систематической 
ошибки находили с помощью регрессионного 
анализа и расчета F-критерия Фишера (рис. 2, 
табл. 3). Для этого строили регрессионную зави-
симость методом наименьших квадратов меж-
ду теоретическими (хi) и найденными (уi) зна-
чениями концентраций тиомерсала в каждом 
растворе. Теоретические значения определяли 
методом расчета, принимая за содержание ти-
омерсала в образце среднее значение (n=21) — 
94,24 мкг/л. Cтатистическую незначимость коэф-
фициента сдвига (свободного члена уравнения), 
характеризующего систематическую ошибку 
метода, определяли, рассчитывая критерий Фи-
шера по формуле (2) [14]:

F(P, f1=n–1, f2=n–2)= 
S2

0_1(n–1)–S2
0_2(n–2) 

S2
0_2(n–2)

, (2)

где S — дисперсии, полученные при обсчете за-
висимостей без свободного члена и со свобод-
ным членом соответственно и рассчитанные 
по формулам (3) и (4):

S 2
0 _ 1 = ( ∑ y 2

i– b ∑x iy i / ( n –1 ) =0,00913855 , (3)

S 2
0_2=(∑ y 2

i –a∑ yi–b∑xi yi / (n–2)= 0,00943465, (4)

10 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

где а — свободный член регрессионной зависи-
мости, b — коэффициент наклона, n — количе-
ство точек [13].

Критическое табличное значение при довери-
тельной вероятности 95% со степенями свободы 
f1=6, f2=5 составляет Fкрит=4,95. Рассчитанное зна-
чение критерия Фишера с использованием урав-
нения (2) — F(95%, f1=6, f2=5)=0,16 ниже критиче-
ского значения, что показывает статистическую 
незначимость коэффициента a и отсутствие си-
стематической ошибки определения тиомерса-
ла в сорбированных препаратах методикой ААС 
ХП с вероятностью, равной 95%.

Оценка правильности определения тиомерсала 
методикой ААС ХП

Оценку правильности проводили, анализируя 
пробы, содержащие помимо реагентов для мине-
рализации образцы препаратов с добавлением 
известного количества тиомерсала (модельная 
смесь с известным содержанием определяемо-
го вещества)10. Исследовали образцы сорбиро-
ванных препаратов (образцы 1–4 и 10), образец 
несорбированного препарата 12 и растворы 
тиомерсала с известными концентрациями 50, 
100 и 150 мкг/мл, в ФБР рН 7,2. Для каждого 
образца и раствора готовили пробы, содержа-
щие 10, 20 и 40 мкг добавленного тиомерсала, 
и пробу без его добавления. Рассчитывали про-
цент выявления тиомерсала. За результат, полу-

Таблица 2. Оценка специфичности методики определения тиомерсала методом атомно-абсорбционной спектрометрии хо-
лодного пара
Table 2. Evaluation of the specificity of the cold vapor atomic absorption spectrometry procedure for thiomersal quantification

Объем 
образца 1, 

мкл
Sample 1 
volume, μL

D (n=3) X, мкг/л
μg/L

С, мкг/мл
μg/mL

Среднее  значение 
содержания 

 тиомерсала, мкг/мл
Average thiomersal 

content, μg/mL

Стандартное 
 отклонение, мкг/мл
Standard deviation, 

μg/mL

Относительное 
 стандартное 

 отклонение, %
Coefficient 

of variation, %

r

10 0,1082 8,74 88,2

94,24 3,72 3,95 0,9956

15 0,1654 14,17 95,5

20 0,2136 18,78 94,8

25 0,2620 23,39 94,4

30 0,3255 29,44 99,0

35 0,3704 33,71 97,2

40 0,3935 35,91 90,6

Примечание. D — среднее значение величины аналитического сигнала (n=3); X — содержание ионов ртути в пробе, рассчи-
танное по калибровочной характеристике; С — содержание тиомерсала в образце 1 с учетом разведения; r — коэффициент 
корреляции «Объем образца 1 — Содержание тиомерсала, рассчитанное по калибровке».
Note. D—mean response (n=3); X—mercury ion content in the sample, calculated using a calibration curve; С—thiomersal content 
in sample 1, adjusted for the dilution; r—coefficient of correlation between the volume of Sample 1 and the thiomersal content 
calculated from the calibration curve.
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ченный для каждой пробы, принимали среднее 
значение трех независимых испытаний. За ожи-
даемое значение концентрации в исследуемом 
образце принимали расчетное суммарное зна-
чение концентрации: количество, найденное 
в образце (без добавки), и известное количество 
тиомерсала, добавленное в пробу (табл. 4).

Анализ результатов (табл. 4) показывает, 
что процент выявления тиомерсала в сорби-
рованных образцах находится в диапазоне 
от 93,1 до 106,7%; процент выявления тиомер-
сала в несорбированном образце и растворах 
находится в диапазоне от 90,9 до 108,8%. Оба 
диапазона процента выявления не превышают 
10% от ожидаемой величины. Полученные дан-

ные подтверждают, что присутствие алюминия 
в высоких концентрациях в сорбированных пре-
паратах не влияет на точность количественного 
определения тиомерсала.

Предел количественного определения и предел 
обнаружения

Для подтверждения возможности примене-
ния методики ААС ХП для определения следо-
вых количеств тиомерсала рассчитывали предел 
количественного определения (ПКО) и предел 
обнаружения (ПО) ионов ртути в образце по сле-
дующим формулам: ПО=3,3×S/b и ПКО=10×S/b, 
где S — стандартное отклонение коэффициента 
сдвига, b — среднее арифметическое значение 

Таблица 3. Оценка систематической ошибки методики определения тиомерсала с применением метода атомно-абсорбци-
онной спектрометрии холодного пара
Table 3. Evaluation of the bias of the procedure for thiomersal quantification using cold vapor atomic absorption spectrometry

Растворы 
образца 
Sample 

solutions

Теоретическое значение 
содержания тиомерсала 

(хi), мкг/мл
Theoretical thiomersal 

content (хi), μg/mL

Найденное значение содержа-
ния тиомерсала (уi), мкг/мл

Measured thiomersal content (уi), 
μg/mL

Уравнения регрессионной зависимости между 
значениями хi и уi без учета (А) и с учетом (В) 

коэффициента сдвига
Regression curve for the relationship between xi 
and yi, without the intercept (A) and with it (B)

1 0,94 0,88

y=0,9959x (A)
R2=0,9925

2 1,41 1,42

3 1,88 1,88

4 2,35 2,34

y=0,9929x+0,0081 (B)
R2=0,9925

5 2,85 2,94

6 3,29 3,37

7 3,76 3,59

Рис. 2. Регрессионная зависимость между теоретическими (хi) и найденными (уi) значениями концентраций тиомерсала с ис-
пользованием метода атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара, без свободного члена уравнения (А), со сво-
бодным членом уравнения (В).

Fig. 2. The regression curve for the relationship between theoretical (хi) and measured (уi) thiomersal concentrations obtained 
using cold vapor atomic absorption spectrometry, without the intercept term (A) and with the intercept term (B).
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Таблица 4. Расчет процента выявления тиомерсала в испытуемом растворе с использованием методики атомно- 
абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 4. Calculation of thiomersal percent recovery from the test solution using cold vapor atomic absorption spectrometry

Исследуемый образец
Test sample

Добавленное количество 
тиомерсала, мкг

Spiked amount 
of thiomersal, μg

Концентрация тиомерсала 
в  испытуемом образце, мкг/мл

Thiomersal concentration in the test 
sample, μg/mL

Процент 
 выявления, %

Percent recovery, %

Образец 1,
предварительно разведенный 1:1
Sample 1,
pre-diluted, 1:1

0 44,7 –

10 53,3 97,4 

20 65,3 100,9 

40 85,6 101,1 

Образец 2,
предварительно разведенный 1:1
Sample 2,
pre-diluted, 1:1

0 45,5 –

10 56,6 102,0

20 69,8 106,6

40 90,7 106,1

Образец 3,
предварительно разведенный 1:1
Sample 3,
pre-diluted, 1:1

0 46,1 –

10 56,5 100,7

20 68,0 102,9

40 91,9 106,7

Образец 4
Sample 4

0 107,2 –

10 116,1 99,1

20 124,4 97,8

40 141,3 96,0

Образец 10
Sample 10

0 89,8 –

10 93,6 93,8

20 105,5 96,1

40 120,9 93,1

Образец 11
Sample 11

0 93 –

10 102,2 99,2

20 104,1 92,1

40 120,9 90,9

Растворы тиомерсала известной 
концентрации в ФБР рН 7,2
Thiomersal spiking solutions in PBS, 
pH 7.2

50 мкг/мл
50 µg/mL

53,98 108,0

100 мкг/мл
100 µg/mL

108,84 108,8

150 мкг/мл
150 µg/mL

152,52 101,7

Примечание. ФБР — фосфатно-солевой буферный раствор; «–» — неприменимо.
Note. PBS—phosphate-buffered saline; — not applicable.
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коэффициента наклона калибровочной характе-
ристики11 (табл. 5).

Согласно формулам расчета методика имеет 
следующие характеристики:

ПО=0,005872×3,3/0,0171=1,13  мкг/л,
ПКО=0,005872×10/0,0171=3,43 мкг/л, 

11 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018. 

что в пересчете на тиомерсал составляет 
2,3×10- 3 и 6,9×10-3 мкг/мл соответственно. Та-
ким образом, чувствительность методики 
подтверждает возможность ее применения 
для обнаружения следовых количеств тиомер-
сала в готовых бесконсервантных формах.

Таблица 5. Уравнения регрессионной зависимости аналитического сигнала от концентрации ионов ртути для методики 
атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 5. Regression equations for the relationship between the response and concentrations of mercury ions observed with cold 
vapor atomic absorption spectrometry 

Уравнение регрессионной 
зависимости

Regression equation

Коэффициент детерминации (R2)
Coefficient of determination (R2)

Среднее значение 
 углового коэффициента

Mean slope value

Стандартное отклонение 
 свободного члена уравнения

Standard deviation 
of the intercept

y=0,0175х+0,0253 0,9919

0,0171 0,0059

y=0,0166х+0,0260 0,9923

y=0,0170х+0,0231 0,9955

y=0,0178х+0,0171 0,9991

y=0,0160х+0,0176 0,9931

y=0,0178х+0,0171 0,9960

y=0,0169х+0,0176 0,9963

y=0,0170х+0,0130 0,9950

y=0,0174х+0,0071 0,9994

y=0,0170х+0,0133 0,9979

Таблица 6. Результаты сравнительных испытаний определения тиомерсала методикой атомно-абсорбционной 
 спектрометрии холодного пара и колориметрической методикой
Table 6. Results of comparative thiomersal determinations using cold vapor atomic absorption spectrometry and colourimetry

Исследуемый 
образец

Test sample

Значение содержания тиомерсала, определяемого методикой, мкг/мл
Thiomersal content determined by one of the following methods, μg/mL Стандартное 

 отклонение, мкг/мл
Standard deviation, 

μg/mL

RSD, %колориметрическая 
методика

Colourimetry

методика атомно-абсорбционной 
 спектрометрии холодного пара

Cold vapor atomic absorption spectrometry

Образец 1
Sample 1 109,8 114,8 3,5 3,1

Образец 2
Sample 2 99,6 99,5 0,1 0,1

Образец 3
Sample 3 102,9 94,2 6,2 6,2

Образец 10
Sample 10 97,7 88,2 6,4 6,9

Образец 11
Sample 11 89,5 92,2 1,9 2,1

Образец 12
Sample 12 88,2 88,8 0,4 0,5

Образец 13
Sample 13 102,4 105,5 2,2 2,1
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Сравнительный анализ результатов испытаний 
образцов колориметрической методикой 
и методикой ААС ХП

Сравнительные испытания колориметриче-
ской и ААС ХП методик проводили с применени-
ем образцов, отличающихся составом действу-
ющих и вспомогательных веществ, в том числе 
наличием геля гидроксида алюминия (образцы 
1–3, 10, 11).

За результат содержания тиомерсала в каждом 
из образцов принимали среднее значение двух 
независимых параллельных измерений. Рассчи-
тывали стандартное отклонение межу значения-
ми, полученными двумя методиками (табл. 6).

Результаты, представленные в таблице 6, отли-
чаются не более чем на 6,9% для сорбированных 
и несорбированных препаратов.  Полученные 
данные также подтверждают специ фичность 

и точность определения тиомерсала методом 
ААС ХП в сорбированных препаратах.

Оценка сопоставимости методик 
и возможности применения фармакопейного 
стандартного образца содержания мертиолята 
в сорбированных препаратах (ФСО 3.1.00427), 
аттестованного колориметрической методикой, 
для методики ААС ХП

Для оценки сопоставимости результатов 
определения тиомерсала использовали резуль-
таты анализа ФСО 3.1.00427, полученные коло-
риметрической методикой и методикой ААС ХП 
с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа, рассчитывая значение критерия Фише-
ра. Определяли наличие статистически значи-
мых отличий двух равнозначных выборок (n=40 
для каждой выборки) (табл. 7).

Таблица 7. Статистические показатели при сравнительном анализе определения тиомерсала с использованием 
 колориметрической методики и методики атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 7. Statistical indicators for the comparative analysis of thiomersal determinations using colourimetry and cold vapor atomic 
absorption spectrometry

Наименование статистического показателя
Statistical indicator

Значение статистического показателя, 
определяемого методикой

Statistical indicator value determined 
by one of the following methods

Методика атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара

Сold vapor atomic absorption 
spectrometry

Колориметрическая 
 методика

Сolourimetry

Среднее значение (n=40), мкг/мл
Mean (n=40), µg/mL

Xср 89,06 87,80

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

S 4,89 5,06

Дисперсия
Variance, µg/mL

S2
23,9 25,6

Среднее значение по двум выборкам (n=40 для 
каждой), мкг/мл
Mean for both methods (n=40 for each), µg/mL

Xср
88,43

Стандартное отклонение средних значений, мкг/мл
Standard deviation of means, µg/mL

Sср 0,89

Дисперсия средних
Variance of means

S2
0,80

Внутригрупповая дисперсия
Intra-group variance

Sвнут 24,76

Межгрупповая дисперсия
Inter-group variance

Sмеж 31,83

Значение критерия Фишера
Fisher’s test value

F 1,29

Межгрупповое число степеней свободы
Inter-group number of degrees of freedom

Vмеж 1

Внутригрупповое число степеней свободы
Intra-group number of degrees of freedom

Vвнут 78

Табличное значение критерия Фишера 
( доверительная вероятность 0,95)
Tabulated F-value (confidence level of 0.95)

Fкрит
3,96
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Согласно статистическим расчетам, пред-
ставленным в таблице 7, полученное экспери-
ментальное значение критерия Фишера, равное 
1,29, ниже критического табличного значения 
(3,96), что говорит об отсутствии статистически 
значимых различий между двумя выборками.

Была проведена статистическая оценка двух 
групп данных (результатов, полученных с при-
менением методики ААС ХП и колориметриче-
ской методики) с помощью критерия Стьюден-
та, используя величины средних выборочных 
значений и значений выборочных дисперсий, 
указанных в таблице 7. Расчетная величина 
критерия Стьюдента составила 1,14; что при та-
бличном значении критерия Стьюдента, равном 
2,021 (для выборки n=40 и доверительной веро-
ятности 0,95), также свидетельствует об отсут-
ствии статистически значимых различий между 
выборками.

Полученные данные сравнительного анализа 
подтверждают правильность определения тио-
мерсала методикой ААС ХП.

Таким образом, оценка сопоставимости резуль-
татов, полученных методикой ААС ХП и колориме-
трической методикой, подтверждает возможность 
использования ФСО 3.1.00427 содержания мерти-

олята в сорбированных препаратах, аттестован-
ного колориметрической методикой (с диапазо-
ном содержания тиомерсала  82,34–96,72 мкг/мл, 
при доверительной вероятности 0,95) при вос-
произведении методики ААС ХП.

Заключение
Подтверждена пригодность методики ААС ХП 

для количественного определения тиомерсала 
в сорбированных иммунобиологических лекар-
ственных препаратах. Чувствительность мето-
дики, установленная как предел обнаружения, 
равный 2,3×10-3 мкг/мл, позволяет использовать 
методику для оценки остаточных количеств тио-
мерсала в бесконсервантных препаратах в слу-
чае применения тиомерсала в технологическом 
процессе на стадиях промежуточных продуктов.

Оценка сопоставимости результатов, полу-
ченных колориметрической методикой и мето-
дикой ААС ХП, подтверждает отсутствие ста-
тистически значимых различий между двумя 
равнозначными выборками данных. Это по-
зволяет использовать ФСО 3.1.00427 содержа-
ния мертиолята в сорбированных препаратах 
для контроля стабильности аналитической ра-
боты при воспроизведении методики ААС ХП.
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